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© RESUMEN 

METODO IN VITRO PARA LA DETECCION DE CARCINOMAS 

La presente invencion se refiere metodo in vitro para detectar la presencia de un 
carcinoma transicional de vejiga en un individuo, para determinar el estadio o la 
sever idad de dicho carcinoma en el individuo, o para monitorizar el efecto de la 
terapia adrainistrada a un individuo que presente dicho carcinoma, que comprende: a) 
la deteccion y/o cuantif icacion de la proteina FGFR3 , del mRNA del gen FGFR3 o el 
correspondiente cDNA en una muestra de dicho individuo, y b) la comparacion de la 
cantidad de proteina FGFR3 , de la cantidad de mRNA del gen FGFR3 o de la cantidad del 
correspondiente cDNA detectada en una muestra de un individuo, con la cantidad de 
proteina FGFR3, con la cantidad del mRNA del gen FGFR3 o con la cantidad del 
correspondiente cDNA detectada en las muestras de individuos control o en muestras 
anteriores del mismo individuo o con los valores normales de referencia; asi como a 
la busqueda, identif icacion , desarrollo y evaluacion de la eficacia de compuestos 
para terapia de dicho carcinoma transicional de vejiga con el fin de desarrollar 
nuevos medicamentos ; asi como a agentes que inhiben la expresion y/o actividad de la 
proteina FGFR3 . 



METODO IN VITRO PARA LA DETECCION DE CARCINOMAS. 



CAMPO DE LA INVENCION 

La presente invencibn se refiere a un metodo in vitro para detectar la 
presencia de un carcinoma transiciohal de vejiga en un individuo. para determinar el 
estadio o la severldad de dicho carcinoma en el individuo. o para monitorizar el efecto 
de la terapia administrada a un individuo que presente dicho carcinoma; a la 
bOsqueda. identificacion. desarrollo y evaluacion de la eficacia de compuestos para 
terapia de dicho carcinoma transicional de vejiga con el fin de desarrollar nuevos 
medicamentos; as! como a agentes que inhiben la expresion y/o actividad de la 
protelna FGFR3. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

A pesar de todos los avances que se han producido en los ultimos 20 anos, el 
cancer es todavia una de las principales causas de muerte en todo el mundo. El 
carcinoma transicional de vejiga es el cancer mas comOn del tracto urinario; es 
tambien el cuarto tipo de cancer mas comOn en hombres y el octavo en mujeres. ' 
Segun datos de la Agenda Intemacional para la Investigacion del Cancer. : 
GLOBOCAN. del ano 2000. cada ano se diagnostlcan mas de 136.000 nuevos casos : 
en Europa, 13.000 en Japon y 56.000 en America del Norte; un nCimero de pacientes ' 
3-4 veces mayor son tratados y monitorizados en hospltales cada ano; y m^is de 
49.000. 4.500 y 12.000 muertes son causadas por el carcinoma transicional de vejiga 
cada ano en Europa. Japon y America del Norte, respectivamente. 

El carcinoma transicional de vejiga es el tipo m^s comun de cancer de vejiga; 
comprende mas del 90% de todos los casos. Los casos restantes son carcinomas de 
celulas escamosas (7%). adenocarcinomas (2%). y carcinomas indiferenciados {^%). 

El grado y ei estadio clinico-patol6gico del tumor son los mejores indicadores 
de pronostico de carcinoma transicional de vejiga. Los carcinomas de vejiga se 
graduan citomorfoI6gicamente desde G1 hasta G3 segCin la QMS (Organlzacion 
Mundial de la Salud). por estado decreciente de diferenclad6n celular y creciente de 
agresividad de la enfermedad. Respecto al estadio. o invasividad. los TCCs de vejiga 
se dasifican en superficial con y sin afectadon de la lamina propria (Ta y T1). 



infiltrante de capas profundas (T2 a T4) y el poco comun Carcinoma in situ o tumor in 
situ (TIS). Los tumores de bajo grado (G1) estan normalmente confinados a la 
mucosa o infiltran capas superficiales (estadio Ta y T1 ). La mayona de los tumores de 
grado alto se detectan at menos en estadio T1 (invadiendo la lamina propria). 
Aproximadamente el 75% de los casos diagnosticados de carcinoma transicional de 
vejiga son superficiales. El 25% restante son invasivos de musculo en el momento de 
diagnostico. La importancia de separar cli'nicamente los tumores infiltrantes de los 
superficiales, viene dada por la necesidad de realizar una cistectomfa radical con 
linfadenectomfa y reconstruccidn vesical en los casos que muestran infiltracidn mas 
alia de la capa muscular. Los tumores que se diagnostican en estadios Ta y T1 .* 
permiten una preservacion del organo y son tratados mediante reseccion transuretrai 
y en ocasiones quimioterapia o inmunoterapia intravesical. 

EI pronostico de los pacientes afectados de carcinoma transicional de vejiga •* 
superficial es bueno, pero tienen un riesgo de recidiva locoregional del 70%; estos 
pacientes tienen que ser monitorizados para recidiva tras el tratamiento con 
protocolos variables segun los hospitales, aunque el mas comun es evaluacion por el 
urologo cada 3 meses durante los 2 primeros anos, cada 6 meses durante los 2 anos 
siguientes y posteriormente cada ano. A pesar del alto riesgo de recidiva, los tumores 
Ta tienden a ser de bajo grado y solo el 10-15% progresa a invasivo de musculo tras 
2 anos; el porcentaje de tumores T1 que progresa a estadio T2 es mayor (30-50%). El ;* 
pronostico de los pacientes afectados de carcinoma transicional de vejiga invasivo es : ' 
malo; el 50% de estos pacientes en estadio T2 o mayor, desarrolla metastasis 
distantes durante los 2 anos posteriores al diagnostico, y el 69% muere en 5 afios. " 
Nuevos sistemas de diagnostico precoz son necesarios dado que el 80-90% de los 
pacientes en estadio T2 o mayor, son diagnosticados de novo en ese estadio de gran 
agresividad y no en estadios previos (de Vere White, R.W. and Stapp, E., Oncology, 
1998, 12:1717-1723). 

A dia de hoy, el mejor sistema de diagn6stico del carcinoma transicional de 
vejiga en pacientes que presentan sfntomas como hematuria o disuria, en ausencia 
de infeccidn, es la cistoscopia. Se ha calculado, en base a datos estadisticos de 
incidencia y recidiva, que en Estados Unidos se realizan mas de 500.000 cistoscopias 
al ano (van Rhijn, B.W.G., et al.. Cancer Res., 2001, 61:1265-1268). Se utilizan 
cistoscopios flexibles para hacer la tecnica menos agresiva, pero §sta sigue siendo 
invasiva, y requiere alguna forma de anestesia. La tecnica no invasiva de eleccidn 



para el diagnostico de carcinoma transicional de vejiga. consiste en ia identlficaci6n 
de celulas neoplasicas, a traves del exanrjen morfologico de las c6lulas en muestras 
de orina (Loh, C.S., et aL. Br. J. Urol.. 1996, 77:655-658). Actualmente. la citologia se 
utiliza en el segulmlento de los pacientes diagnosticados y tratados de carcinomas 
vesicates. Por otro lado, la citologfa de orlna es capaz de detectar neoplasias in situ 
sin manifestacion macroscopica y los carcinomas de tracto urinario superior, es decir, 
ureter y pelvis renal, inaccesibles para cualquler proceso endoscopico (Lotan. Y. and 
Roehrborn. J. Urol.. 2002. 167:75-79). Sin embargo, numerosos estudios han 
demostrado que la citologfa tiene una sensibilidad muy baja, y no identlfica el 50% de 
los tumores (Boman, H.. et al.. J. Urol.. 2002, 167:80-83); en la actualidad no hay 
ningijn m6todo no invaslvo disponibte para detectar el carcinoma transicional de 
vejiga con alta sensibilidad y especificidad (Boman. H.. et al., J. Urol.. 2002. 167:80- 
83). Estos metodos no invasivos penmltirlan procedimientos rutinarios de analisis. 
como la deteccion precoz de cualquter tipo de carcinoma transicional, inciuido >el 
tracto urinario superior, bten sea de novo o en evaluacion de recidivas tras : 
tratamiento, e incluso, podrfan identificar los tumores Infiltrantes de inicio o aquellps ] 
con un mayor riesgo de desarrollar enfermedad agresiva. 

La alteracl6n de los niveles de expresi6n g^nica est^ intimamente asociada al 
crecimiento celular descontrolado y a la desdiferenciaci6n, hechos comunes a todos 
los tipos de cancer. Los niveles de expresion de los llamados genes supresores de : 
tumores, que actijan impidiendo el crecimiento celular maligno. estan reprimidos en 
las celulas tumorales; y los niveles de expresion de los llamados oncogenes, que 
actOan Induciendo el crecimiento maligno. estan incrementados en las c§lulas 
tumorales. Se ha asociado muchos de estos genes al desarrollo del carcinoma 
transicional de vejiga, entre ellos Rb, p53, p16, p14ARF. cyclin D1 (Fujimoto. K.. et al., 
Cancer Res., 1998, 52:1393-1398; Grossman, B.H., et al., Clin. Cancer Res., 1998. 
8:829-834; Balazs. M., et al.. Genes Chromosomes Cancer, 1997. 19:84-89). La 
alteraci6n en la expresion de dichos genes puede ser utilizada como un marcador de 
diagnostico de carcinoma transicional de vejiga; entre estos potenclales marcadores, 
se han propuesto la Proteina de Matriz Nuclear NMP22 (Soloway. M.S.. et al., J. 
Urol.. 1996, 156:363-367; Casella. R., et al., J. Urol. 2000. 164:1926-1928). Acido 
hialuronico y Hialuronidasa (Pham, H.T., et al.. Cancer Res.. 1997. 57:778-783; 
Hautmann, S.H.. et al., J. Urol., 2001. 165:2068-2074). Complejos de membrana 
basal (BTA) (Pode. D.. et al.. J. Urol.. 1999. 161:443-446; Thomas. L.. et al.. Clin. 




Chem, 1999. 45:472-477), AnUgeno carcinoembrionario (CEA) (Halim. A.B., et al., Int. 

J, Biol. Markers, 1992; 7:234-239). Uropiaquina II (Wu, X.R.. et al.. Cancer Res.. 

1998; 58:1291-1297), Factor Serico de Creclmiento de Hepatocitos (SF/HGF) (Gohji. 

K., et al., J. Clin. Oncol., 2000; 18:2963-2971), Protefna de tumor de mama de 8 Kda 
5 (MAT-8) (Morrison, B.W., et al., J. Biol. Chem.. 1995, 270:2176-2182), Telomerasa 

(Neves, M.. et al.. J. Urol.. 2002, 167:1276-1281), Proteinas de la familia de las 

Queratinas / Citoqueratinas, como la Citoqueratina 20 (Buchumensky, V., et al., J. 

Urol., 1998. 160:1971-1974), Citoqueratina 18 (Sanchez-Carbayo, M., et al., Clin. 

Cancer Res., 2000, 6:3585-3594). Sin embargo, no hay ningCin marcador para 
10 diagnosticar precozmente el carcinoma transicional de vejiga, que se haya 

demostrado util en ensayos clinicos (Miyake, H., et al., J. Urol., 2002; 167:1282- 

1287). Muchos de los genes implicados en el inicio y la progresion del carcinoma 

transicional de vejiga son todavia desconocidos; la identificacion de genes . 

expresados diferencialmente en el carcinoma transicional de vejiga, podn'a conducir a 
15 la identificacion de marcadores biologicos, que podrfan^ tener un gran valor para el 

diagnostico, el pronostico y el tratamiento de esta enfermedad. \ 
Una vez que el carcinoma transicional de vejiga ha sido diagnosticado, se Neva 

a cabo una reseccion transuretral para tratar los tumores papilares superficiales; los . 

TIS y T1, ademas de aplicar reseccion, son tratados con el Bacilo Calmette Guerin 
20 (BCG) en forma de instilaciones intravesicales. Si el cancer es invasive muscular, al r 

paciente se le realiza una cistectomia radical; si el paciente no tolera esta cirugi'a, se 

utiliza radioterapia o quimioterapia. 

El 69% de los pacientes afectados de carcinoma transicional de vejiga invasivo 

muscular, mueren durante los 5 anos posteriores al diagnostico. incluso habiendo 
25 recibido tratamiento. Son necesarias aproximaciones terapeuticas alternativas para 

tratar el carcinoma transicional de vejiga invasivo muscular con una mayor eficiencia; 

tambiSn son necesarias aproximaciones terapeuticas altemativas para tratar tumores 

superficiales de una forma mds eficiente que la cirugi'a, o para complementaria, con el 

fin de evitar la recidiva y la progresion de tumores a estadios invasivos. 

30 

Los factores de Crecimiento de Fibroblastos (FGF) son una familia de m^is de 
90 proteinas, implicadas en la regulacion de procesos biol6gicos, incluyendo 
proliferaci6n celular, diferenciacion celular, crecimiento celular, migracidn celular, 
morfogenesis, angiogenesis y remodelacion tisular. Los FGFs se unen con alta 



afinidad a receptores situados en la superficie celular (Receptores de FGFs o 
FGFRs). que tienen actividad tirosin-quinasa. Las quinasas son una familia de 
protefnas que fosforilan otras proteinas y tienen un papel clave en la regulacion de 
muchos procesos celulares (Hanks S.K., et ah, Science, 1988, 241:42-52). Cuando el 
ligando FGF se une a! FGFR, el FGFR se convierte en una forma dimerica activa que 
se autofosforila en el dominio quinasa; entonces, el FGFR activado se une y fosforila 
otras proteinas efectoras, comenzando asi una cascada de transduccion de senates 
desde la superficie celular a! nucleo (Crews, CM., and Erikson. R.L, Cell. 1993, 
74:215-217), La perdida de regulacion de la cascada de senalizacion de factores de 
crecimiento es un heclio frecuente en procesos tumorales. 

Cuatro FGFRs lian sido identificados hasta el momento: FGFR1, tambien 
llamado Fig, fms-like gene, flt2, bFGFR, N- bFGFR o Cek1; FGFR2, tambien llamado 
Bek, bacterial-expressed kinase, KGFR, Ksam, KsamI o Cek3; FGFRS, tambien 
llamado Cek2; y FGFR4. Todos ios FGFRs maduros comparten una estructura 
comun, que consiste en un peptide senal amino terminal, 3 dominios extracelufares 
immunoglobulin-like (dominio Ig I, dominio Ig II, dominio Ig III), con una region acidica 
entre Ios dominios Ig I e Ig II (el dominio acidic box), un dominio transmembrana,^y 
dominios quinasa intracelulares (Ullrich, A., and Schlessinger, J., Cell, 1990, 61:203- 
212; Jonson, D.E., and Williams, LT., Adv. Cancer Res, 1992, 60:1-41). Las distintas 
isoformas de Ios FGFRs tienen diferentes afinidades por Ios distintos ligandos; asi, 
FGF8 y FGF9 son Ios que presentan una mayor afinidad por FGFRS (Chellaiah, A., et 
al.. J. Biol, Chem., 1999, 274:34785-34794). 

Se han asoclado mutaciones puntuales especificas en FGFR3 que conducen a 
la activacion de su actividad tirosin-quinasa y a diferentes sindromes relacionados 
con el desarrollo oseo (Chen. H.. et al. J. Clin. Invest, 1999. 104(11): 151 7-1 525). 
Tambien se han detectado mutaciones en FGFRS en mielomas multiples (10-25% de 
Ios tumores. Plowrlght. E.E., et aL. Blood, 2000, 95:992-998; Chesi. M.. et al.. Blood, 
2001; 97:729-736; Soverini. S., et al.. Haematologica. 2002. 87:1036-1040; Pollett, 
J.B., et aL. Blood, 2002. 100:3819-3821). en carcinomas cervicales (3.5-25% de Ios 
tumores. Sibley. K., et al., Oncogene. 2001. 20:4416-4418; Dai, H.. et al.. Anal. CelL 
PathoL. 2001, 23:45-49) y en carcinoma transicional de vejiga (Cappellen, D.. et al., 
Nat Genet., 1999, 23:18-20; Sibley, K.. et al.. Oncogene, 2001, 20:686-691; Sibley. 
K.. et al., Oncogene, 2001, 20:4416-4418; Billerey, C, et aL, Am. J. PathoL, 2001, 
158:1955-1959). Se detectaron mutaciones activadoras de la funci6n de FGFR3 en 



40-50% de los carcinomas transicionales de vejiga; la ..Incidencia era 
signlficativamente mayor, 80%, en tumores superflciales. que en tumores Invaslvos; y 
los porcentajes de recldiva eran signlficativamente menores en tumores que 
presentaban una mutacion en FGFR3 (Kimura. T.. et al.. Cancer, 2001. 92:2555- 
2561; van Rhijn. B.W.G., et al., Cancer Res., 2001, 61:1265-1268). 

Tras laborlosa investigacion, los inventores de la presente invencion han 
descubierto que la expresi6n del gen FGFR3 y la concentracion de la proteins FGFR3 
se ven incrementados en biopsias de carcinomas transicionales de vejiga; y edemas, 
que el tratamiento de cc'ulas de vejiga tumorales que expresan elevados niveles de 
FGFR3. con un anticuerpo especifico contra la proteina FGFR3, produce la inhibicion 
de la proliferaci6n celular de lineas celulares tumorales de vejiga. 

La presente invencion proporciona por tanto un metodo in vitro de alta 
sensibilidad para detectar la presencia de un carcinoma transicional de vejiga en un 
individuo, para determinar el estadio o la severidad de dicho carcinoma en el 
individuo. o para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un individuo que 
presente dicho carcinoma. Asimismo, la presente invencion proporciona dianas o 
herramientas para la bCisqueda, identificacion, desan-ollo y evaluacion de la eficacia 
de compuestos para terapia del carcinoma transidonal de vejiga, particulannente para : 
el tratamiento de los tumores, como neoadyuvante, antes de la reseccion, o como : 
adyuvante, despues de la reseccion. con el fin de disminuir las posibilidades de * 
recldiva y progresion. Finalmente, la invencion proporciona agentes caracterizados 
porque inhiben la expresion y/o la activldad de la proteina FGFR3 para el tratamiento 
del carcinoma transicional de vejiga. 

OBJETO DE LA INVENCION 

La presente invencidn tiene como objeto principal el desarrollo de un m6todo in 
vitro para detectar la presencia de un carcinoma transicional de vejiga en un individuo, 
para determinar el estadio o la severidad de dicho carcinoma en el individuo. o para 
monitorizar el efecto de la terapia administrada a un individuo que presente dicho 
carcinoma. 
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Otro objeto de la presente invencion es un metodo /n vitro para buscar, 
identificar, desarrollar y evaluar la eficacia de compuestos para la terapia del 
carcinoma translcional de vejiga. 

Un objeto adicional de la invenci6n reside en el uso de secuencias derivadas 
del gen FGFR3 para el diagnostico y pronostico in vitro del carcinoma transicional de 
vejiga asi como para la busqueda, identificacion, desarrollo y evaluacion de la eficacia 
de compuestos para la terapia de dicho carcinoma. 

Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar agentes 
caracterizados porque inhiben la expresion y/o la actividad de la proteina FGFR3. 
para el tratamiento del carcinoma transicional de vejiga. 

Por ultimo, es tambien objeto de la invencion una composicion farmaceutica que 
comprenda uno o varies agentes terapeuticos junto con un excipiente , 
farmaceuticamente aceptable, para el tratamiento del carcinoma transicional de ^ 
vejiga. 

-ner * 

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

* * * 

La Figura 1 muestra los resultados del analisis, por transferencia de Western, . • 
de la expresion de la protetna FGFR3 en muestras de vejiga humana. Se analizaron 
tres muestras de vejiga normal (muestras numero 46, 55 y 63), seis muestras ^e ' 
carcinoma transicional de vejiga de bajo grado, superficial (G1, Ta) (muestras numero 
48, 49. 50, 53. 56 y 59), tres muestras de carcinoma transicional de vejiga de alto ^']'] 
grado con invasi6n de la lamina propria (G3, T1) (muestras numero 57, 61 y 67), 
cuatro muestras de alto grado con invasion del musculo detrusor (G3, T2) (muestras 
numero 47, 51, 58 y 60) y dos muestras de grado desconocido (muestras numero .54 
y 62). La cantidad de extracto total de protefna cargado fue 20 |ig en todos los casos. 
Las membranas se revelaron con anticuerpo anti-FGFR3 (A) y con anti-actina como • 
control de carga (B), El receptor aparecia en fonna de varias bandas 
inmunorreactivas de distinto peso molecular: 135 kDa, que corresponde al receptor 
totalmente glucosilado; 85 kDa, que corresponde a la forma intracelular no 
glucosilada, y bandas de masa molecular intermedia (100-110 kDa), que 
corresponden a distintos grados de glucosilacibn de FGFR3. AdemSs, se detectaban 
bandas inmunorreactivas de peso molecular manor (50 kDa), procedentes 
probablemente de su degradacion proteoHtica. 



La Figura 2 muestra los resultados del anallsis. por transferencia de Western, de la 
expresion de la protefna FGFR3 en la 1,'nea celulares de carcinoma transicional de 
vejiga humano RT-112. Se afiadi6 como control negativo una muestra de vejiga 
humana nomial (muestra nOmero 46). y como control positive una muestra de tumor 
de vejiga (muestra numero 53). La cantidad de proteina cargada fue 20 jxg en todos 
los casos. 



La Figura 3 representa los efectos de los anticuerpos anti-FGFR3 (barras azules) y 
antl-32 microglobulina (barras rojas) sobre el crecimiento de las celulas de carcinoma 
transicional de vejiga RT-112 en medio libre de suero. Las celulas se sembraron en 
placas de 96 pocillos y se trataron con los anticuerpos durante 24 o 48 h. El 
crecimiento se expresa en relacion a los controles (sin anticuerpo). Los puntos son la ; 
media de 6 replicas, las Ifneas verticales representan la desviacion estandar. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Para facilitar la comprension de la presents sollcltud de patente, exponemos a • 
continuacion el significado de algunos t6rminos y expresiones en el contexto de la ' 
invencion: 

Los terminos "sujeto" o -individuo" se refieren a miembros de especies de : 
animales mamiferos, e Incluye. pero no se limita. a animales domesticos, primates y 
humanos: el sujeto es preferiblemente un ser humano, masculino o femenlno. de " 
cualquier edad o raza. 

El t6rmino "cancer se refiere a la enfemnedad que se caracteriza por una 
proliferacion descontrolada de c§lulas anormales capaces de invadir tejidos 
adyacentes y disemlnarse a 6rganos lejanos. 

El termino "carcinoma transicional de vejiga" se refiere a cualquier desorden 
proliferativo maligno de celulas del epitelio transicional de vejiga. 

El t6rmlno "tumor" se refiere a cualquier masa anormal de tejido producto de 
un proceso neopldsico, benigno (no canceroso) o maligno (canceroso). 

El temnino "gen" se refiere a una cadena molecular de desoxirribonucleotidos, 
que codifica una protefna. 
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El termino "DNA" se refiere at acido desoxirribonucleico. Una secuencia de 
DNA es una secuencia de desoxirribonucleotidos. 

El tennino "cDNA" se refiere a una secuencia de nucle6tidos, compiennentaria 
de una secuencia de mRNA. 

El termino "RNA" se refiere al acido ribonucleico. Una secuencia de RNA es 
una secuencia de ribonucledtidos. 

El termino "mRNA" se refiere al acido ribonucleico mensajero, que es la 
fraccion del RNA total que se traduce a protefnas. 

La frase "mRNA transcrito de" se refiere a la transcripcion del gen (DNA) en i'.^ 
mRNA. como primer paso para que el gen se exprese y traduzca a proteina. 

El termino "secuencia de nucleotides" o "secuencia nucleotidica" se refiere 
indistintamente a una secuencia de ribonucleotidos (RNA) o de desoxirribonucleotidos .:. 
(DNA). :\ 

El termino "proteina" se refiere a una cadena molecular de aminoacidos, con 
una actividad biologica. - :\ 

Los terminos "peptide" y "polipeptido" se refieren a un fragmento proteico. Los 

• • • 

t6rminos "proteina" y "peptide", se usan indistintamente. 

La frase "niveles elevados" significa que los niveles medidos en pacientes de •/ 
Carcinoma transicional de vejiga son superiores a los niveles medidos en una 
poblacion control de sujetos sin historial de Carcinoma transicional de vejiga. \ 

El termino "sensibilidad" se refiere a la deteccion de falsos negatives 
(diagnostico negative de Carcinoma transicional de vejiga, cuando el paciente esta 
afectado de Carcinoma transicional de vejiga); una sensibilidad del 100% significa que 
no hay falsos negatives. 

El termino "especiflcidad" se refiere a la deteccibn de falsos positives 
(diagnostico positive de Carcinoma transicional de vejiga, cuando el paciente no esta 
afectado de Carcinoma transicional de vejiga); una especiflcidad del 100% significa 
que no hay falsos positives. 

El termino "anticuerpo" se refiere a una glucoproteina que exhibe una actividad 
de unidn especifica per una proteina particular, a la que se denomina "antfgeno'*. El 
t6rmine "anticuerpo" comprende anticuerpes moneclonales, e anticuerpos 
policlenales, intactos, o fragmentes de ellos; e incluye anticuerpes humanos, 
humanizades y de origen no humane. Los "anticuerpes moneclonales" son 
peblacienes hemogeneas de anticuerpes, altamente especfficos, que estan dirigidas 
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contra un Onico sitio o "detenrHnante" antigenico. Los "anticuerpos policlonales" 
.ncluyen poblaciones heterogeneas de anticuerpos. que estan dirigidos contra 
diferentes determlnantes antigenicos. 

El t6rmino "epftopo". tal como se utiliza en la presente invencion. se refiere a 
un determlnante antigenico de una protefna. que es la secuencia de aminoacidos de 
la protelna que un anticuerpo especifico reconoce. 

El termino "fase solida". tal como se utiliza en la presente invencion. se refiere 
a una matriz no acuosa a la que se puede unir el anticuerpo. Ejemplos de materiales 
para fase s6llda incluyen vidrlo. polisacaridos. por ejemplo agarose, poliacrilamida : 
poliestireno. alcohol polivinllico y siliconas. Ejemplos de formas de fase solida son el' l 
pocillo de una placa de ensayo o una columna de purificacion. 

El termino "oligonucleotido cebador", tal como se utiliza en la presente 
.nvencl6n. se refiere a una secuencia nucleotidica. que es complementaria de una . 
secuencia nucleotidica del gen FGFR3. Cada cebador hibrida con su secuencia * 
nucleotidica diana y actua como un sitio de inicio para la polimerizaclon del DNA 

El termino "sonda". tal como se utiliza en la presente Invencion. se refiere a 
una secuencia nucleotidica complementaria de una secuencia nucleotidica derivada 
del gen FGFR3. que se puede utillzar para detectar esa secuencia nucleotidica .'• 
derivada del gen FGFR3. 

El termino "diana terapeutica" se refiere a secuenclas nucleotldicas o 
pept,d.cas, contra las que se puede disenar y aplicar cllnicamente un farmaco o "* 

compuesto terapeutico. f . 

El termino "agonista" se refiere a cualquler mol6cula que mimetice la actividad 
b,ol6gica de la molecula agonizada. Ejemplos de mol6cuIas agonistas incluyen. entre 
otros. proteinas. peptidos. variaclones de secuencia de peptides naturales y 
pequenas moleculas orgSnicas (de peso molecular Inferior a 500 daltons). 

La presente invenci6n se basa en el descubrimlento de que tanto la expreslon 
g6nlca de FGFR3, como la concentracion de la protefna FGFR3 se ven 
.ncrementadas en el carcinoma transicional de vejiga. y en que la proliferacion de 
llneas celulares tumorales de vejiga se Inhibe al tratarlas con un anticuerpo especifico 
contra la protefna FGFR3. 
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En este sentido, la presente invencion proporciona, en primer lugar, un metodo 
in vitro para detectar la presencia de un carcinoma transicional de vejiga en un 
individuo, para determinar el estadio o la severidad de dicho carcinoma en el 
individuo, o para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un individuo que 
presente dicho carcinoma, que comprende: 

a) la deteccion y/o cuantificacion de la protefna FGFR3. del mRNA del gen 
FGFR3 o el correspondiente cDNA en una muestra de dicho individuo, y 

b) la comparacion de la cantidad de proteina FGFR3. de la cantidad de mRNA 
del gen FGFR3 o de la cantidad del correspondiente cDNA detectada en una muestra 
de un individuo. con la cantidad de protefna FGFR3, con la cantidad del mRNA del 
gen FGFR3 o con la cantidad del correspondiente cDNA detectada en las muestras 
de indviduos control o en muestras anteriores del mismo individuo o con los valores 
normales de referenda. 

El metodo proporcionado por la presente invencion es de alta sensibilidad y 
especificidad, y se basa en que sujetos o individuos diagnosticados de carcinoma 
transicional de vejiga, presentan niveles elevados de mRNA transcrito del gen FGFR3 
{niveles elevados de expresion del gen FGFR3), o concentraciones elevadas de la 
proteina codificada por el gen FGFR3 (proteina FGFR3), en comparacion con los 
correspondientes niveles en muestras procedentes de sujetos sin historial cHqico de 
carcinoma transicional de vejiga. 

El presente metodo comprende una etapa de obtencion de la muestra del 
individuo. Se puede trabajar con distintas muestras fluidas como. por ejempio: orina, 
sangre, plasma, suero, liquido pleural, IFquido asci'tico, iiquido sinovial, bilis, semen o 
liquido cefalorraquideo. La muestra tambien puede ser tejido de vejiga, que se puede 
obtener por cualquier metodo convencional, preferiblemente mediante cistoscopia. 

Las muestras pueden ser obtenidas de sujetos previamente diagnosticados, o 
no diagnosticados, de carcinoma transicional de vejiga; o tambien de un sujeto en 
tratamiento, o que ha sido tratado previamente contra el carcinoma transicional de 
vejiga. 
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a presents mStodo comprende a<ien,Ss una etapa de axtracoion de la 
muestra. ya sea para obtener el extracto de p^telnas de ^, o Wen para ob.ener el 
extracto de RNA total. Uno de estos dos ext^ctos ^presenta el material de trabaio 
para la sigulente fase. l^s protocolos de extracdbn de la proteina total o del RNA 
total son blen oonocldos por el experto en la materia (ChomczynskI P. e. al.. Anal 
Biochem.. 1987, 162: 156; ChomczynsKI P.. Biotechniques, 1993, 15: 532; Molina' 
M.A., et al.. Cancer Res.. 1999, 59: 4356-4362). 

Cualquler ensayo convendonal se puede utilizer en el marco de la Invencian 
para detectar Carcinoma translolonal de vejlga, slempre que mlda ,n vnro los nlveles 
de mRNA transcrito del gen FGFR3 o su cDNA complementario, o la concenttadan 
de proteina FGFR3, en muestras recogldas de los Individuos a analizar y de 

individuos control. 

• 

Asf pues, esta invencion proporciona un metodo para detectar la presencia de 
un carcinoma transicional de vejiga en un individuo. para detemiinar el estadio o la 
sevendad de dicho carcinoma en el individuo. o para monitorizar el efecto de la 
terap,a administrada a un individuo que presente dicho carcinoma basado, bien en la 
med,da de la concentracion de la proteina FGFR3. o bien en la medlda del nivel de 
expresion del gen FGFR3. 

En el caso de que lo que se pretenda detectar sea la proteina FGFR3 el i. 
metodo de la invendbn comprende una primes etapa de puesta en contacto del .. 
extracto de proteinas de la muestra con una composidan de uno o m^,s antlcuerpos 
especlficos contra uno o mis epitopes de la proteina FGFR3, y una segunda etapa 
de cuantiflcad6n de los complejos fomnados por antlcuerpos y la proteina FGFR3. 

Existe una amplia variedad de ensayos lnmunol6gioos disponibles para 
detectar y cuantificar la fbrmacl6n de complejos especlficos antlBeno.anHct.erpo; 
numerosos ensayos de unl6n de proteinas. compedtlvos y no oompetltlvos. ban sldo 
prevlamente descritos. y un gran nCmero de estos ensayos estS disponible 

comercialmente. 
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Asf. la protefna FGFR3 se puede cuantificar con anticuerpos como, por 
ejempio: anticuerpos monoclonales, policlonales. intactos o fragmentos 
recombinantes de ellos, combibodies y fragmentos Fab o scFv de anticuerpos, 
especificos contra la protefna FGFR3; siendo estos anticuerpos humanos, 
humanizados o de origen no humane. Existen anticuerpos que se unen 
especfficamente a la protefna FGFR3, que estan disponibles comercialmente. Los 
anticuerpos que se emplean en estos ensayos pueden estar marcados o no; los 
anticuerpos no marcados se pueden utiiizar en ensayos de aglutinacion; los 
anticuerpos marcados se pueden utiiizar en una amplia variedad de ensayos. Las 
moleculas marcadoras que se pueden utiiizar para marcar los anticuerpos incluyen 
radionucleotidos, enzimas, fluoroforos. reactivos quimioluminiscentes. sustratos 
enzimaticos o cofactores, inhibidores enzimaticos, particulas. colorantes y derivados. 

Existe una amplia variedad de ensayos bien conocidos, que se pueden utiiizar 
en la presente invencion, que utilizan anticuerpos no marcados (anticuerpo primario) y 
anticuerpos marcados (anticuerpo secundario); entre estas tecnicas se incluyen el 
Western-blot o transferencia Western, ELISA (Enzyme-Linked inmunosorbent assay o 
ensayo inmunoabsorvente ligado a enzima), RIA (Radioinmunoassay o 
Radioinmunoensayo), EIA competitivo (Competitive enzyme immunoassay o 
Inmunoensayo enzim^tico competitivo). DAS-ELISA (Double antibody sandwich- 
ELISA o ensayo ELISA sandwich con doble anticuerpo), tecnicas inmunocitoqufmicas 
e inmunohistoquimicas, tecnicas basadas en el empleo de biochips o microarrays de 
proteinas que incluyan anticuerpos especificos o ensayos basados en precipitacion 
coloidal en formates tales como dipsticks. Otras maneras para detectar y cuantificar la 
protefna FGFR3, incluyen tecnicas de cromatograffa de afinidad. ensayos de uni6n a 
ligando o ensayos de union a lectina. 

El inmunoensayo preferido en el metodo de la invencion es un ensayo ELISA 
sandwich con doble anticuerpo. En este inmunoensayo se puede utiiizar cualquier 
anticuerpo o combinacion de anticuerpos, especificos contra uno o mas epitopes de 
la protefna FGFR3. Como ejempio de uno de los muchos posibles formates de este 
ensayo, un anticuerpo, monoclonal o policlenal, e un fragmento de este anticuerpo, o 
una combinacion de anticuerpos, que recubren una fase solida, se ponen en centacto 
con la muestra a analizar, y se fncuban durante un tiempo y en condicienes 
apropiados para fermar los complejos antfgeno-antlcuerpo. Despues de un lavado en 
condicienes aprepiadas para eliminar los complejos no especificos, se incuba con los 
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complejos antlgeno-anticuerpo. en condiciones y tiempo apropiados. un reactlvo 
indicador. que comprende un anticuerpo monoclonal o policlonal. o un fragmento de 
este anticuerpo. o una combinacion de estos anticuerpos, unidos a un compuesto 
generador de una serial. La presencia de la protefna FGFR3 en la muestra a analizar. 
se detecta y cuantifica. en caso de que exista. midlendo la serial generada. La 
cantidad de protefna FGFR3 presente en la muestra analizar es proporcional a esa 
sefial. 



En el caso de que se pretenda detectar el mRNA o el cDNA correspond lente al 
gen FGFR3, y no la protefna. el metodo para evaluar in vitro la susceptibilidad de un 
indivlduo a desarrollar el carcinoma transidonal de vejiga de la invencion posee 
etapas diferentes. Asi, una vez obtenida la muestra y extrafdo el RNA total, el metodo 
de la invenci6n, la deteccidn del mRNA o del con-espondiente cDNA del gen FGFR3, 
comprende una primera etapa de amplificacion del extracto de RNA total o del 
con-espondiente cDNA sintetizado por retrotranscripcion a partir del mRNA. y una 
segunda etapa de cuantificacion del producto de la amplificaci6n del mRNA o del 
cDNA del gen FGFR3. 

Un ejempio de amplificacibn del mRNA. consiste en retrotranscribir el mRNA 
en cDNA (RT). seguido de la Reaccion en Cadena de la pollmerasa (PGR), usando ; 
oligonucleotidos cebadores, siendo las secuencias de los cebadores utilizados 5'- ; 
GACGGTTTCGAGGGAGGGGC-3" y 5'-GTAAGAGTACAGAA GGAACGAACTG-3'; la " 
PGR es una tecnica de amplificacion de una determinada secuencia nucleotfdica 
(diana) contenida en una mezcia de secuencias nucleotidicas. En la PGR, se utilize ' 
un exceso de una pareja de oligonucleotidos cebadores. que hibridan con las hebras 
complementarias de la secuencia nucleotfdica diana. A continuacion. una enzlma con 
actividad polimerasa (DNA Taq Pollmerasa) extlende cada cebador. utilizando como 
molde la secuencia nucleotidica diana. Los productos de la extension se convierten 
entonces en secuencias dianas. tras la disociacl6n de la hebra diana original. Nuevas 
moleculas de cebador hibridan y la pollmerasa las extlende; el cicio se repite para 
aumentar exponencialmente el nOmero de secuencias diana. Esta t§cnica esta 
descrita en las patentes US 4683195 y US 4683202. Se han descrito previamente 
muchos metodos para detectar y cuantlficar los productos de la amplificacion por 
PGR. de los que cualqulera puede ser usado en esta invencl6n. En un metodo 
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preferido de la invencion, el producto amplificado se detecta por electroforesis en gel 
de agarosa. de la manera sigulente: cinco microlitros del producto de la amplificacion 
se someten a una separacion por electroforesis en un gel de agarosa a una 
concentracion del 2%. en un tamp6n TBE 0.5x a 100 vdc, durante una hora. Tras la 
electroforesis, el gel se tine con bromuro de etidio y el producto de la amplificaci6n se 
visuallza al iluminar el gel con luz ultravioleta (uv); como alternativa a la tincion, y 
realizacion preferida, se puede transferir el producto amplificado a una membrana de 
nailon per tecnicas de Southern blotting a transferencia Southern, para ser detectado 
con una sonda especifica del cDNA del gen FGFR3, convenientemente marcada. 

En otro ejemplo la deteccion del mRNA se realiza transfiriendo el mRNA a una 
membrana de nailon, mediante tecnicas de transferencia como por ejemplo Northern- 
blot o transferencia Northern, y detectandolo con sondas especificas del mRNA o del ^ 
correspondiente cDNA del gen FGFR3. : * 

En una realizacion particular la amplificacion y .cuantificacion del ji!RNA-:» 
correspondiente al gen FGFR3 se realiza a la vez mediante RT-PCR cuantitatlva a 
tiempo real (Q-PCR). 

El paso final del metodo de para evaluar la susceptibilidad de un indjviduo de 
la invencion comprende comparar la cantidad de protelna FGFR3, la del n:\RNA del : 
gen FGFR3 o la del correspondiente cDNA detectada en una muestra de un individuo. :* 
con la cantidad de protelna FGFR3. la del mRNA del gen FGFR3 o la del 
correspondiente cDNA detectada en las muestras de sujetos control o en muestras " 
anteriores del mismo individuo, o con los valores normales de referenda. 

La invencion tambi§n proporciona un metodo in vitro para identificar y evaluar 
la eficacia de agentes para terapia del Carcinoma transicional de vejiga, que 
comprende: 

a) poner en contacto un cultivo de c6lulas tumorales (con prollferacion 
descontrolada) de vejiga con el agente candidato, en las condiciones y durante el 
tiempo apropiados para permitir que interaccionen, 

b) detectar y cuantificar los niveles de expresion del gen FGFR3 o la protelna 
FGFR3, y 



17 




c) comparar dichos niveles de expresion con los de cultlvos control de c6lulas 
tumorales. 

La cuantificacion de los niveles de expresion del gen FGFR3 o la protelna 
FGFR3 se realizan de modo semejante a como se indica en el metodo de la invencion 
para detectar in vitro la presencia de un carcinoma transicional de vejiga en un 
individuo. 

Cuando un agente disminuye los niveles de expresion del gen FGFR3 o 
revierte los efectos de la expresion elevada de dicho gen, preferiblemente 
disminuyendo los niveles de proliferacion celular. este agente se convierte en ; 
candidate para la terapia del carcinoma transicional de vejiga. 

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de secuencias nucleotidicas o . 
peptfdicas derivadas del gen FGFR3 para detectar la presencia de un carcinoma ' 
transicional de vejiga en un individuo. para determinar el estadio o la severidad de : 
dicho carcinoma en el individuo, o para monitorizar el efecto de la terapia ! 
adminlstrada a un individuo que presente dicho carcinoma. 

En otro aspecto de la invencion se hace referenda a agentes caracterizados ' 
porque inhiben la expresion y/o la actividad de la proteina FGFR3. Estos agentes. que •■ 
se pueden identificar y evaluar segdn la presente invenci6n. pueden' ser 
seleccionados del grupo fonnado por: 

a) un anticuerpo, o combinacion de antlcuerpos. especificos contra uno o mas 
epitopes presentes en la protelna FGFR3. preferiblemente un anticuerpo monoclonal 
humano o humanizado; pudiendo ser tambi^n un fragmento del anticuerpo. un 
anticuerpo de cadena sencilla o un anticuerpo anti-idiotlpo. 

b) agentes citot6xlcos. tales como toxinas. mol6culas con atomos radiactivos. 
o agentes quimio-terapeuticos. entre los que se Incluyen. sin limitacion. pequefias 
mol6culas organlcas e Inorg^inlcas. peptides, fosfop^ptidos. mol6culas antlsentido. 
ribozlmas. mol6culas de triple h6lice. etc.. que Inhiben la expresion y/o la actividad de 
la protelna FGFR3, y 

c) compuestos antagonistas de la proteina FGFR3. que inhiben una o mds de 
las funclones de la protelna FGFR3. 



• • • • ( 
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Por Ciltimo, constituye tambi6n un objeto de la presente invencion una 
composicion farmaceutica que comprende una cantidad terapeuticamente eficaz de 
uno o varies agentes de los mencionados anteriormente junto con uno o m^s 
excipientes y/o sustancias transportadoras. Ademas dicha composicion puede 
contener cualquier otro ingrediente active que inhiba la funcion de la proteina FGFR3. 

Los excipientes, sustancias transportadoras y sustancias auxiliares tienen que 
ser farmac6uticamente y farmacologicamente tolerables, de modo que puedan ser 
combinados con otros componentes de la formulacidn o preparacion y no ejerzan 
efectos adversos en el organismo tratado. Las composiciones farmac6uticas o 
formulaciones incluyen aquellas que son adecuadas para la administracion oral o 
parenteral (incluyendo subcutanea, intradermica, intramuscular e intravenosa), 
aunque la mejor via de administracion depende del estado del paciente. Las 
formulaciones pueden ser en forma de dosis sencillas. Las formulaciones se; preparan 
de acuerdo con metodos conocidos en el, campo de la farmacologia. Las cantidades 
de sustancias activas para administrarse pueden variar en funcion de las 
partlcularidades de la terapia. 

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion. 

\t * 

Ejempio 1.- Analisis diferencial de expresion del gen FGFR3 en muestras de 
tejido de vejiga, utilizando los microarrays Human Genome U95 DMA arrays. 

9 • 

1.1. Materiales y metodos 

Microarrays. Se utilizaron los microarrays GeneChip Test 3 (Affymetrix, Santa Clara), 
que permiten testar la calidad del RNA, previamente al analisis de expresion con el 
array GeneChip Human Genome U95A (Affymetrix, Santa Clara), que representa 
12.000 secuencias completas de genes anotados; el gen FGFR3 esta representado 
en el microarray por el set de sondas 31805_at de Affymetrix, que son 
oligonucledtidos sentido de 25 nucle6tidos de longitud, disenados en base a la 
secuencia Hs.1420 de Unigene. o M64347 de GeneBank (Tabia 1). 
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Tabia 1. Descripcion de las sondas correspondientes ai set de sondas 31805_at. 



Order. 

Consecutivo 
De Iss sondas 


Zona de la 
secuencia de 
referenda 


Secuencia de la 
sonda (5 '3' ) 


sonda en la 
secuencia de 
mRNA del qen 




interrogada 




•» 
6 


3511 
3625 
3633 

■3 ^ <r rs 

3663 
3684 

3716 
3722 
3821 
3825 

3831 " 

38 61**" 

3873 

3891 

3903 

3933 

4005 


TCCA?\GCCTAAAAGGTTGTTAATAG 
ATTTTTTGGACTTCAAAGCAAGCTG 
GACTTCAAAGCAAGCTGGTATTTTC 
AATTCTTCTAATTGCTGTGTGTCCC 
TCCCAGGCAGGGAGACGGTTTCCAG 
£CGGCCCTGTGTGCAGGTTCCGATG 
CTGTGTGCAGGTTCCGATGT^^ 
CACTTCTTACGCAATGCTTCTAGAG 
TCTTACGC 

GCAATGCTTCTAGAGTTTTATAGC 


3227 
3340 
3348 
3378 
3399 
3431 


9 

10 


3437 i 
3536 j 
*354b 
354 6 


— a1 
^ '\ 

15 
16 


TGCTACCTTTCAAAGCTTGGAGGGA 
AAGCTTGGAGGGAAGCCGTGAATTC 
TGAATTCAGTTGGTTCGTTCTGTAC 
GTTCGTTCTGTACTGTTACTGGGCC 
TCTGGGCAGCTGTCCCTTGCTTGCC 
GTGGCCAGAGGTGTCACCCAAACCG 


3576 
3588 
3606 
3618 

3648 ^ • 
3720' 



Muestras. Las muestras estudiadas procedian de biopsias. obtenidas per reseccl6n *' 
quirurgica transuretral, de sujetos control sin Carcinoma transicional de vejiga (n = 7), 
y de biopsias de pacientes que fueron clfnicamente tipados tras resecclon y que 
presentaban Carcinoma transicional de vejiga (n = 22) en uno de los siguientes 
estadios: Tumores de bajo grade que respetan la lamina propria (Ta G1), tumores de - 
alto grade que infiltran la lamina propria (T1 G3) y tumores de alto grade que invaden 
tejido muscular (T2 G3). Todas las muestras fueron clasificadas histol6gicamente 
(grado y estadio) en el servlcio de Anatomfa Patologica del Hospital Universltario 
Marques de Valdecilla. el mismo hospital donde las muestras habfan sido recogldas. 
siguiendo los preceptos de la Declaracr6n de Helsinki. Las muestras se congelaron en 
nitrogeno llquido Inmediatamente tras su extracci6n y se mantuvieron a -80*»C hasta 
el momento de su anallsis. 

De cada tipo de tumor as! como de las muestras sanas se recibieron varios 

casos: 

-Control de tejido sano (mucosa sin estrato muscular): 5 muestras 
-Control de tejido sano (mucosa con estrato muscular): 2 muestras 
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20 
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30 
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-Bajo grado respeta lamina propria (TaG1): 9 muestras 
-Alto grado infiltra lamina propria (T1G3): 7 muestras 
-Alto grado invade mOsculo (T2G3): 6 muestras 

Aniilisis GeneChip de expresi6n g6nica 

El anSlisis se llevO a cabo con RNA total procedente de sujetos individuales, y 
con mezclas equimolares (pools) de RNAs totales procedentes de distintos sujetos 
sanos. o afectados de Carcinoma transicional de vejiga del mismo estadio (Tabia 2). 



Tabia 2. Descripci6n y nOmero de muestras analizadas 





Control 
epitelial 


Control 
muscular 


TaGI 


T1 G3 


T2G3 


Muestras 


3*(pC1)=. 
2 (pC3) 


2 (pC2) 


1.4(pTa.1)^ 
4 (pTa.2) 


1.2(pT1.ir, 
4 (pT1.2) 


1.2(pT2.1)<'. 
3 (pT2.2) 



* numero de muestras que forman parte de cada pooL — 
^ pC: poolde muestras cxmtroL Ejempio: 3(pC1) = pool 1 de 3 muestras control. 

pTa: pool de muestras de tumores de bajo grado (G1 ) que respetan la lamina propria 
(Ta). 

Ejempio: 4(pTa.1) = pool 1 de 4 muestras TaG1. 

^ pT1 : pool de muestras de tumores de alto grado (GS) que inflltran la ISmina propria 
(T1). 

Ejempio: 2(pT1.1) = pool 1 de 2 muestras T1G3. 

^ pT2: pool de muestras de tumores de alto grado (G3) que invaden tejido muscular 
(T2). 

Ejempio: 2(pT2.1 ) = pool 1 de 2 muestras T2G3. 
Sfntesis del cRNA 

El RNA total de cada una de las biopsias se obtuvo homogenizando el tejido 
en TRIzol® Reagent (Life Technologies), siguiendo las recomendaciones del 
proveedor. El RNA total resultante se limpio con el kit Rneasy (QIAGEN) 
(Chomczynski P. et al., Anal. Biochem,, 1987, 162: 156; Chomczynski P.. 
Biotechniques, 1993, 15: 532). De cada preparacion de RNA total se usaron 10 |Lig 
como material de partida para la sintesis de la primera hebra de cDNA con la enzlma 
transcriptasa inversa Superscript^^ || RNase (Life Technologies), usando como 
cebador un oligonucleotide ollgo-dT que contenfa la secuencia del promotor de la 
RNA poiimerasa del fago T7, La segunda hebra de cDNA se sintetiz6 utilizando los 
enzimas DNA poiimerasa I de E. co// (invitrogen Life Technologies). DNA ligasa de E. 
coll (Invitrogen Life Technologies), Rnasa H de E. coll (Invitrogen Life Technologies), y 




DNA polimerasa del fago T4 (Invitrogen Life Technologies). El cRNA marcado con 
biotlna se sintetizo usando el kit ENZO BioArrayTw HighYleldTw Transcript Labeling Kit 
(Enzo Diagnostics Inc). Despu6s de ia transcripci6n in vitro, se eliminaron los 
nucleotides no incorporados usando las columnas Rneasy (QIAGEN). 

5 

Hibridacion y escaneado del array 

Se fragmentaron 15 ^ig de cada cRNA biotinllado a 94«'C durante 35 minutos 
en una solucion tampbn que ojntenia 40 mM Tris-Acetato (pH 8.1). lOOmM KOAc y 
. 30mM MgOAc. El cRNA fragmentado se mezcl6 con buffer de hlbrldaci6n (lOOmM 

10 MES, 1 M NaCI, 20 mM EDTA, 0.01% Tween 20) y se calent6 a 99° durante 5 minutos :*. 

y posteriormente a 45° durante 5 minutos, para a continuaci6n ser cargado en ei array ' 
de Affymetrix. El primer array en el que se realize la hibridacion fue el Test 3 de 
Affymetrix. Este array pemnite testar la calidad del RNA previo al analisis de expresion 
en el Affymetrix® GeneChip® Human Genome 95 A (HG-U95A). 

15 Para la hibridacion, los arrays se incubaron en un horno rotatorio a 45° durante 

16 horas y con una rotacion constante de 60 rpm, ' 

• • • 

El lavado y tincion de cada array se llevo a cabo en la Estacion de Fluidos de 
Affymetrix®. Se uso un programa de lavado y tincion que inclula: ; ' " 

-10x2 ciclos de lavado con SSPE-T 6x (0.9 m NaCI, 60 mM NaH2P04, 6 mM EDTA, , 
20 0.01% Tween 20) a 25°, 

-4x15 ciclos con 0.1 mM MES, 0.1M NaCI, 0.01% Tween 20 a 50° , 
-Tincion del cRNA biotinllado con un conjugado estreptavidina-ficoeritrina (loj'i'j 
|.ig/mlMolecular Probes) ' " i ' ; 

-1 0x4 ciclos de lavado con SSPE-T a 25° ' * ; ' 

25 -Tincion con un anticuerpo anti-estreptavidina durante 10 minutos 

-Tincion un conjugado estreptavidina-ficoeritrina (1 mg/ml. Molecular Probes) durante 
10 minutos 

-1 5x4 ciclos de lavado con SSPE-T a 30° 

Los arrays se escanearon a 560 nm usando un microscopio confocal que 
30 utiliza emisi6n laser (Agilent GeneArray Scanner). El anSlisis de las lecturas de 

intensidad se realizo con el software Microarray Suite 5.0, Para la comparacion de 
arrays, estos fueron escalades a una Intensidad total de 100. 



1.2. Resultados. 

El anaiisis diferencial de la expresidn del gen FGFR3 en los estadios tumorales 
con respecto al control, se realizb a partir de los datos de comparacion de arrays 
obtenidos utilizando el software de Affymetrix. Los parametros que se tuvieron en 
cuenta (en el orden en el que aparecen en la lista) fueron: I) Detecclon . Indica si el 
transcrito esta Presente (P). Ausente (A) o Marginal (M), ii) Cambio : Indica si la 
expresidn de un deternninado transcrito Aumenta (I), Decrece (D), No Gambia (NC), 
Aumenta Marginalmente (Ml), o Decrece Marginalmente (MD), iii) Sional Log Ratio 
{SLG}: Indica el nivel de cambio de expreslon entre la Knea base (control) y una 
muestra problema. Este cambio se expresa como el logs del ratio {fold change o 
numero de veces que la expreslon del gen esta elevada o reprimida en ta muestra 
problema-tumoral frente a la muestra control-sana). Se considera significativo un valor 
de SLR de 1 (equivalente a un fold change de 2), para transcritos cuya expresidn 
aumenta frente al control) y de -1 , para transcritos cuya expreslon disminuye frente al 
control. 



Tabia 3. Resultados obtenidos para Fibroblast growth factor receptor 3 
(FGFR3). N. Ago. M64347 



Sehal de la i 

muestra 

control 


Detecclon 
en 

muestra 
control 


Detecclon jSLRTa | 
en estadio j G1vs 
Ta G1 i Control 

- i 


Cambio en i Comparaci6n ; 
estadio 

TaG1 j ^1. 


132.7 


p i 


P 


2.5 




pTa.1 vs pC1 rt: 


67.7 


A ! 


P 


4.2 




pTa.1 vs pG2 [}, 


28.1 


A !P i 


4.4 ' 




pTa.1 vs pC3 


132.7 


P I 


P 1 


1 '; 




pTa.2 vs pC1 j 


67.7 


A i 


P i 


3 1 




pTa.2 vs pG2 


28.1 


A !P 


3:5 ! 




pTa.2 vs pG3 


PROMEDIO : 
SLR 
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i 

: 1 
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Serial de la i 

muestra 

control 


Detecclon 
en 

muestra 
control 


Detecclon 1 
en estadio 
T1 G3 


SLR 

T1G3 

vs 

Control 


Cambio en 

estadio 

T1G3 


Comparacion 


132.7 


P 


p 


1.7 


1 


pT1.1 vs pG1 


67.7 


A 


p • 


3.9 


1 


pT1.1 vs pG2 


28.1 


A 


p 


3.7 


1 


pT1.1 vs pG3 


132.7 


P 


p 


2 


1 


pT1,2 vs pG1 
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. Cambio en * Comparacidn 
' estadio 
1 T2G3 
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1 

1 


132.7 


P 


;P 


;i.4 


•'1 
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A 


IP 
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28.1 


A 


I'P 


i3.2 


1 .pT2.1vspC3 :.; 


132.7 


P 


.P 


|0.6 


1 


:pT2.2vspC1 


—4 


67.7 


A 


[P 


\2A 


1 


. pT2.2vspC2 




28.1 


A 


P 


2.7 


1 pT2.2vspC3 
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2.26 
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1.3. Discusion 



• • • 



El an^lisis diferencial de la expresion del gen FGFR3 en los estadios tumoraies 
con respecto al control, demuestra que los niveles de expresion del gen FGFR3 :' . 
estaban elevados mas de 8 veces (SLR>3) en biopsias de tumores de vejiga de bajo 
grade TaGI o de grado alto invade lamina propria T1 G3, frente a los controles. 
mientras que el incremento de expresion era mayor de 4 veces (SLR>2) en tumores 
de alto grado que invaden musculo (T2G3). "y\ 

Ejempio 2.. Anallsis diferencial de expresion de la protefna FGFR3 en muestras 
de tejido de vejiga, utilizando la tecnica western-blot con anticuerpos 
especiflcos. 



2.1 . Materiales y metodos. 



IVIuestras: Se analizaron muestras de biopsia de vejiga procedentes de 3 individuos 
sanos (muestras nCimero 46. 55 y 63). seis muestras de carcinoma transicional de 
vejiga de bajo grado. superficial (TaGI) (muestras nijmero 48, 49, 50. 53. 56 y 59). 
tres muestras de carcinoma transicional de vejiga de alto grado. invade lamina propria 
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(T1G3) (muestras nCimero 57, 61. 67), cuatro muestras de alto grado, invade musculo 
{T2 G3) (muestras numero 47. 51, 58, 60) y dos muestras de grado desconocido 
(muestras numero 54, 62). Las muestras procedfan de sujetos distintos a los 
analizados con microarrays de DNA. Los tejidos se conservaron a -80°C desde el 
momento de su obtenclon hasta su utilizacion para la extraccion de proteinas. Todos 
los tejidos empleados en este estudio fueron muestras obtenidas por reseccion 
quirurgica transuretral en el Servicio de Urologfa del Hospital Universitario Marqu6s 
de Valdecilla (Santander. Espafia); las muestras se tiparon histologicamente en el 
servicio de Anatomfa Patologica del mismo hospital. Durante todo el proceso se 
cumplieron los preceptos estipulados en la Declaracion de Helsinki. 

Obtencion de extractos proteicos: Las muestras congeladas de tejidos se 

homogeneizaron en morteros con N2 Ifquido y al producto pulverizado se le anadio 

tampon RlPA B [fosfato sodico 20 mM (pH 7,4), NaCI 150 mM. Triton X-100 1%. 

EDTA 5 mM y un coctel de inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics Inc., 

Mannheim, RFA)]. * 

« 

• « • 

Ensayos de transferencia de Western: Se tomaron muestras de los extractos 
proteicos con 20 \xg de proteina total, se les anadio tampon de carga de SDS-PAGE \r 
con un 5% de p-mercaptoetanol y se incubaron a 100°C durante 5 min para luego 
cargarlas en un gel al 6% de poliacrilamida. Las proteinas se transfirleron luego a 
membranes de nitrocelulosa para revelarlas con anticuerpos monoclonales dirigidos 
contra el dominio extracelular de la proteina FGFR3 (Santa Cruz Biotech. Inc.. Santa 

* 

Cruz, CA, EE.UU.). Finalmente, las membranes se hibridaron con un anticuerpo 
secundario conjugado con peroxidase (Amersham. Little Chalfont, RU) y se detecto la 
senal quimoluminiscente con el sistema ECL (Amersham). Las peliculas de revelado 
empleadas fueron tambien de Amersham. Como control de carga, membranas a las 
que se transfirieron las proteinas de geles replicados con un anticuerpo anti-actina 
(Amersham). 

2.2. Resultados. 

Expresidn de la proteina FGFR3 en carcinomas translcionales de vejiga: La 

expresion de FGFR3 en muestras normales (n = 3) y tumorales (n = 15) se examino 



por transferencia de Western. Los resultados obtenidos se recogen en la Fig. 1 y en la 
labia 4. Como se puede observar. la protefna FGFR3 no era detectable en ninguna de 
las muestras de tejido sano. En cuanto a las muestras tumorales. estaba presente en 
1 1 de las 15 analizadas (73%). siendo mayor este porcentaje en los tumores de bajo 
grado (83%) y en los tumores de alto grado que Inflltran la lamina propria (100%). El 
receptor aparecfa en forma de varies bandas inmunorreactivas de distinto peso 
molecular: 135 kDa. que corresponde al receptor totalmente glucosilado; 85 kDa. que 
corresponde a la forma intracelular no glucosiiada, y bandas de masa molecular 
intermedia (100-110 kDa). que corresponden a distintos grados de glucosilacion de 
FGFR3. Ademas. se detectaban bandas inmunorreactivas de peso molecular menor 
(50 kDa). procedentes probablemente de su degradacion proteolftica (Figure 1). 

Tabia 4: Expresion de FGFR-3 en carcinomas transiclonales de vejiga 



Tipo de muestra 


n 


IVIuestras pos 
para FGFR-3 


% de muestras 
positivas 


Vejiga normal 


3 


0 


0 


Carcinoma TaGI 


6 


5 


83 


Carcinoma T1G3 


3 


3 


100 


Carcinoma T2G3 


4 


2 


50 


Carcinoma grado desconocido 


2 


1 


50 



2.3. Dlscusi6n. : 

Los resultados que se presentan en este trabajo demuestran que la protelna . 
FGFR3. ausente en vejiga normal, se expresa en una mayorla de carcinomas 
transicionales de vejiga. En algunos de dichos tumores los niveles de FGFR3 son 
singularmente elevados. La senslbilidad del sistema de deteccion es del 73% y la 
especificldad del 100%. 



Ejempio 3. Inhibicidn de la proliferacion celular en Imeas ceiulares tumorales de 
vejiga, tratadas con antlcuerpos especlficos contra la protelna FGFR3. 

3.1. Materlales y metodos. 
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Lmeas celulares en cultivo: La linea de carcinoma transicional de vejiga usada en 
este estudio fue RT-112 (Marshall, CJ.. et al, J, Natl. Cancer Inst, 1977, 58:1743), 
derivada de un tumor primario; que se obtuvo de la Coleccion Alemana de 
Microorganismos y Cultivos Celulares (Braunschweig, RFA). La Ifnea RT-112 se 
crecio en medio RPMI, suplementado con 10% FBS y 2 mM de glutamina, excepto en 
los cases en que se indica lo contrario. Todos los reactivos para cultivo celular 
(medios, suero, etc.) se adquirieron de Invitrogen (Paisley, RU), 

Obtencidn de extractos proteicos: Las celulas de una placa de 10 cm se lavaron 
dos veces con PBS frio y se recogieron en 0,5 mL de RlPA B, Las muestras se 
centrifugaron entonces a 15000 xg durante 10 min a 4°C para eliminar los restos 
celulares, se recupero el sobrenadante y se estimo la concentraci6n de protefnas 
mediante el ensayo de Bradford (Bio-Rad, Hercules. CA, EE.UU.) (IVIolina, M. A. et al,, 
Cancer Res., 1999, 59: 4356-4362). 

Ensayos de transferencia de Western: Se tomaron muestras de los extractos 

I. 

proteicos con 20 |ag de proteina total, se las anadio tampon de carga de SDS-PAGE 

■/• 

con un 5% de p-mercaptoetanoi y se incubaron a 100°C durante 5 min pjara luego 
cargarlas en un gel de poliacrilamida al 6%. A continuacion, las protefnas se 
transfirieron a membranas de nitrocelulosa para revelarlas con anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra el dominio extracelular de FGFR3 (Santa Cruz Biotech. 
Inc, Santa Cruz. CA, EE.UU.), Finalmente. las membranas se hibridaron con un 
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (Amersham, Little Chalfont. RU) y 
se detecto la senal quimioluminiscente con ei sistema ECL (Amersham). Las peliculas 
de revelado empleadas fueron tambien de Amersham. Como control de la cantidad de 
proteina cargada, se hibridaron membranas a las que se transfirieron las protefnas de 
geles replicados con un anticuerpo anti-actina (Amersham). 

Ensayos de proliferacion celular: Los efectos de anticuerpos monoclonales de 
raton contra FGFR3 y la p2-microglobulina (Santa Cruz) en el crecimiento celular, se 
determinaron mediante ensayos de proliferacion. Los anticuerpos se concentraron y 
lavaron tres veces con PBS empleando un filtro Amicon de 10 kDa (Millipore CO., 
Bedford, MA), para asf eliminar la azida sodica con la que se suministran. A 
continuacion, se esterilizaron pasandolos a trav6s de un filtro de 0,22 |im previamente 



saturado con DMEM h- FBS y se diluyeron en medio de cultivo. Las c^luias RT- 
1 12 se sembraron a una densidad de 2000 c6lulas por pocillo en placas de cultivo de 
96 pocillos en medio RPMI h- iqo/o fbS. Se dej6 que las celulas se adhiriesen durante 
24 horas y posteriormente se retire el medio para sustituirlo por RPMI fresco con 
concentraciones de anticuerpo entre 0 y 20 mg/mL. Despu6s de una incubacion de 1 
6 2 dias. se estimo el nOmero de celulas medlante el ensayo MTT 
(metiltiazoltetrazolio) (Sigma Chemical Co.. St Louis. EE.UU.) segun se describe a 
continuaci6n. Se prepare una disolucidn de metlltlazoltetrazolio (MTT) 1 mg/mL en 
medio de cultivo con suero. Despues de la incubacion de 1 6 2 dfas. se retiro el medio 
de los pocillos y se anadleron 100 ml del medio con MTT. Algunos pocillos sin celulas 
se usaron como blancos. La place se incubo a 37«> entre 30 minutos y una hora. 
Despu6s de este tiempo se forma un precipitado vioiaceo en el interior de las celulas 
a menudo visible. A continuacion se retiro el medio y anadleron 100 ml de DMSO no 
esteril por pocillo. Se determine la absorbancia de los pocillos a 550 nm y la cantidad • 
de celulas de cada pocillo se extrapol6 usando una recta patr6n. 



3.2. Resultados. 



Expresion de la protefna FGFR.3 en la Imea celular de carcfnoma translclonal de : 
vejiga RT.112. La expresi6n de FGFR-3 se estudio medlante transferencia de 
Western, detectandose elevados niveles del receptor (Fig. 2). Este aparecia en fomia 
de varias bandas inmunorreactivas de distinto peso molecular: 135 KDa. que i 
corresponds a! receptor totalmente glucosilado; 85 KDa. que corresponde a la forma " 
intracelular no glucosilada. y bandas de masa molecular intermedia (100-110 kDa). " 
que corresponden a distintos grades de glucosilacion de FGFR3. Adem^s. se 
detectaban bandas inmunorreactivas de peso molecular menor (50 kDa). procedentes 
probablemente de su degradaci6n proteolitica. 

Inhibicion del crecimiento celular por anticuerpos antl-FGFRS: Durante los 
Oltimos anos. se han descrito diversos anticuerpos dirigldos contra domlnios 
extracelulares de receptores de membrana con propledades antiprollferativas. Por 
esta razon. se decldl6 ensayar si los anticuerpos monoclonales anti-FGFR3 eran 
capaces de Inhlbir el crecimiento de celulas de carcinoma translcional de vejiga en 
cultivo. Para los ensayos. se eligi6 la linea RT-112. la Cnica que expresaba niveles 
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detectables de receptor. Los ensayos se llevaron a cabo en medio libre de suero o 
con un 1 0% de FBS, y las celulas se incubaron en presencia del anticuerpo 24 y 48 h. 
Conno control, se usaron anticuerpos anti-p2 microglobulina. tambi^n monoclonales 
de raton y sumlnistrados por la misma casa connercial (Santa Cruz) a la misma 
concentracidn que los anti-FGFR3. Se comprobo que la azida con la que se 
sumlnistran dichos anticuerpos resultaba t6xica para las celulas RT-1 12. por lo que se 
procedio a su eliminacion mediante concentraciones sucesivas con filtros del tipo 
Amicon de 10 kDa. As! para los ensayos de proliferaclon se emplearon Onicamente 
anticuerpos de los que se habfa eliminado la azida. Adem^s, previamente se ensay6 
mediante transferencia de Western que no habfan perdido activldad durante el : 
proceso de concentraci6n y filtraci6n. Tal y como se puede observer en la Fig 3, los ' 
anticuerpos antl-FGFR3 inliibfan la proIiferaci6n de celulas RT-112 creciendo en 
medio llbre de suero despues de 2 dias de tratamiento, mientras que los anticuerpos 
anti-p2 microglobulina no tenfan ningCin efecto. En cambio, si los ensayos se llevaban * 
a cabo en medio con un 10% de FBS, ningCin anticuerpo tenia efectos significativos 
sobre la proliferaclon de las celulas RT-1 12. : 
3.3. Discusion. : 

Los resultados que se presentan en este ejempio demuestran que los niveles de • 
expresion de la proteina FGFR3, ausente en vejiga normal, son elevados en la Hnea 
de carcinoma transicional humane RT-112. FGFR3 es una glucoproteina de ' 
membrane que se une a factores de crecimiento de la familia del FGF, lo que inicia 
una cascada de senales intracelulares que estimula la proliferaclon celular (Keegan et 
al., Oncogene, 1991, 6:2229-2236). Dicho receptor podria pues tener un papel en la 
genesis y progresion del carcinoma transicional de vejiga. 

El tratamiento de celulas RT-112 con anticuerpos monoclonales dirigidos contra el 
dominio extracelular del FGFR3 inhibe su crecimiento en ausencia de suero. Varies 
mecanismos, no excluyentes entre sf, podrfan explicar este efecto: el anticuerpo 
podria bloquear el lugar de uni6n para el factor de crecimiento o Impedir la 
dimerizaci6n del receptor (previa a su activacidn) o provocar la depleclon del mismo 
de la membrana plasmStica. 

En resumen, la sobreexpresi6n de FGFR3 en carcinoma transicional de vejiga 
humano y el hecho de que anticuerpos contra el mismo inhiban la proliferacion de 
c§lulas en cultivo de carcinoma transicional, lo hace un buen candidate a dlana 



terapeutica para desarrollar farmacos contra el carcinoma transicional de vejiga; estos 
mismos resultados demuestran que el principio activo de uno de esos farmacos 
podrfa ser un anticuerpo especfflco contra FGFR3. 
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REIVINDICACIONES 

1. Metodo in vitro para detectar la presencia de un carcinoma transicional de 
vejiga en un indiViduo, para determinar el estadio o la severidad de dicho carcinoma 
en el individuo, o para monitorizar el efecto de la terapia adminlstrada a un indivlduo 
que presente dicho carcinoma, que comprende: 

a) la deteccion y/o cuantificacion de la proteina FGFR3, del mRNA del gen 
FGFR3 o el correspondiente cDNA en una muestra de dicho individuo. y 

b) la comparacion de la cantidad de protefna FGFR3, de la cantidad de mRNA 
del gen FGFR3 o de la cantidad del correspondiente cDNA detectada en una muestra 
de un individuo. con la cantidad de protefna FGFR3, con la cantidad del mRNA del 
gen FGFR3 o con la cantidad del correspondiente cDNA detectada en las muestras 
de indviduos control o en muestras anteriores del mismo individuo o con los valores 
normales de referenda. 

2. Metodo segun ia reivindicacion 1 en el que dicha muestra es una muestra de 
tejido de vejiga. 

3. Metodo segun la reivindicacion 2 en el que dicha muestra de tejido de vejiga a 
analizar se obtiene por cualquier metodo convencional, preferiblemente cistoscopia. 

4. Metodo segun la reivindicacion 1 en el que dicha muestra es una muestra de 
orina, sangre, plasma, suero, iiquido pleural. Ifquido ascftico. liquido sinovial. bilis, 
semen o liquido cefalorraquideo. 

5. Metodo segun la reivindicacion 1, en el que dicha muestra a analizar se 
obtiene de un individuo al que no se le ha diagnosticado previamente carcinoma 
transicional de vejiga. 

6. M6todo segCin la reivindicacion 1. en el que dicha muestra a analizar se 
obtiene de un individuo al que se le ha diagnosticado previamente carcinoma 
transicional de vejiga. 




7. Metodo segun las reivindicacion 1. en el que dicha muestra a anallzar se 
obtiene de un indlviduo en tratamiento, o que ha sido tratado previamente, contra 
carcinoma transicional de vejiga. 

8. Metodo segun la reivindicacion 1 caracterizado porque comprende la 
realizacion de una extraccion de la muestra, bien para obtener un extracto de 
proteinas o bien para obtener un extracto que consiste en el RNA total. 

9. Metodo segun la reivindfcacion 8 caracterizado porque la deteccion de la 
proteina FGFR3 comprende una primera etapa de puesta en contacto del extracto de 
proteinas de la muestra con una composicion de uno o mas anticuerpos especificos 
contra uno o mas epitopes de la proteina FGFR3, y una segunda etapa de 
cuantificacion de los complejos formados por los anticuerpos y la proteina FGFR3. 

10. Metodo segun la reivindicacion 9 caracterizado porque dichos anticuerpos 
comprenden anticuerpos monoclonales, policlonales, intactos o fragmentos 
recombinantes de ellos, combibodies y fragmentos Fab o scFv de anticuerpos. 
especificos contra la proteina FGFR3; siendo estos anticuerpos humanos, 
humanizados o de origen no humano. 

11. Metodo segun las reivindicaciones 9 6 10 caracterizado porque para la 
cuantificacion de los complejos formados por los anticuerpos y la proteina FGFR3 se [ 
utilizan tecnicas seleccionadas del grupo formado por: Western-blot, ELISA (Enzyme- 
Linked Inmunosorbent Assay o ensayo de inmunosorbente ligado a enzima), RIA , 
(Radioinmunoassay o Radloinmunoensayo), EIA Competitive (Competitive Enzyme 
Immunoassay o Inmunoensayo Enzim^tico Competitive), DAS-ELiSA (Double 
antibody Sandwich-ELISA o ensayo ELISA Sandwich con Doble Anticuerpo), tecnicas 
inmunocitoqufmicas e Inmunohlstoquimicas, tecnicas basadas en el empleo de 
biochips o microarrays de proteinas que incluyan anticuerpos especificos, ensayos 
basados en precipitaclon con oro cololdal en formates tales como dipsticks] o 
medlante tecnicas de cromatograffa de aflnidad, ensayos de union a ligando o 
ensayos de unidn a lectina. 
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12. Metodo segun la reivindicacion 8 caracterizado porque la deteccion del 
mRNA o del correspondiente cDNA del gen FGFR3 comprende una primera etapa de 
amplificacion del mRNA. incluido en el extracto de RNA total, o del correspondiente 
cDNA sintetizado por retrotranscripcion del mRNA, Incluido en el extracto de RNA 
total, y una segunda etapa de cuantificacion del producto de la amplificacion del 
mRNA o del cDNA del gen FGFR3. 

13. M6todo segun la reivindicacion 12 caracterizado porque la amplificacibn se 
realize de manera cualitativa o cuantitativa. mediante RT-PCR usando 
oligonucleotidos cebadores, siendo las secuencias de los cebadores utillzados 5'- 
GACGGTTTCCAGGGAGGGGC-3' y 5'-GTAACAGTACAGAA CGAACCAACTG-3'. 

14. M6todo segun la reivindicacion 8 caracterizado porque la deteccion se 
realize con sondas especfficas del mRNA o del correspondiente cDNA del gen 
FGFR3, mediante t6cnicas como por ejempio Northern-blot o transferencia Northern. 

15. M6todo segun las reivindlcaciones 8 caracterizado porque la deteccion del 
mRNA se efectCia mediante RT- PGR cuantitativa a tiempo real (Q-PGR). ^ (• 

16. Uso de secuencias nucleotidicas o peptidicas derivadas del gen FGFR3 
para detectar in vitro la presencia de un carcinoma transicional de vejiga en un 
individuo, para determiner in vitro el estadio o la severidad de dicho carcinoma en el 
individuo. o para monitorizar in vitro el efecto de la terapia administrada a un individuo 
que presente dicho carcinoma. 

17. M§todo in vitro para identificar y evaluar la eficacia de compuestos para 
terapia del Carcinoma transicional de vejiga, que comprende: 

a) poner en contacto un cultivo de celulas tumorales (con proliferacion 
descontrolada) de vejiga con el compuesto candidate, en las condiciones y durante el 
tiempo apropiados para permitir que interaccionen, 

b) detectar y cuantificar los niveles de expresion del gen FGFR3 o la protefna 
FGFR3. y 

c) comparar dichos niveles de expresion con los de cultivos control de celulas 
tumorales sin tratar con el compuesto candidate. 
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1.8. Uso de secuencias nucleotidicas o peptidicas derivadas del gen FGFR3, en 
metodos de busqueda, identificacion, desarrollo y evaluacibn de la eficacia de 
compuestos para terapia del Carcinoma transicional de vejiga. 

19. Agentes caracterizados porque inhiben la expresidn y/o la actividad de la 
proteina FGFR3. 

20. Agentes segun ia reivindicacion 19 seleccionados del grupo formado por: 

a) un anticuerpo, o combinaclon de antlcuerpos. especfficos contra uno o mSs 
epitopos presentes en la proteina FGFR3, preferiblemente un anticuerpo monoclonal : ' 
humano o humanizado; pudiendo ser tambien un fragmento del anticuerpo. un ' 
anticuerpo de cadena sencilla o un anticuerpo anti-idiotipo, 

b) agentes citot6xicos. tales como toxinas. moleculas con atomos radiactivos, o 
agentes quimio-terapeuticos, entre los que se Incluyen, sin limitacion. pequenas 
moleculas organicas e inorganicas, peptidos, fosfop6ptidos. mol6culas antisentido, 
ribozimas. moleculas de triple h§lice, RNA de doble hebra, etc., que Inhiben la ?*. 
expresi6n y/o la actividad de la protefna FGFR3. y :* 

c) compuestos antagonistas de la proteina FGFR3. que inliiben una o m^s de : 
las funciones de la proteina FGFR3. ; ' 

21. Agentes segun las reivindicaciones 19 6 20 para el tratamiento del \][ 
carcinoma transicional de vejiga. ' ; ' 

4 » <v ■ 
» 

i 

22. Uso de los agente.s segOn las reivindicaciones 19 6 20 en la elaboracion de ] 
un medicamento para el tratamiento del carcinoma transicional de vejiga. 

23. Composicion farmaceutica que comprende una cantidad terapeuticamente 
eflcaz de uno o varies agentes segun las reivindicaciones 19 6 20 junto con al menos 
un excipiente farmac6uticamente aceptable. 

24. Composicion farmaceutica segun la reivindicacion 23 caracterizada porque 
contiene otro ingrediente active, preferiblemente uno que inhiba la funcion de la 
proteina FGFR3. 
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FIGURA 1 
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FIQURA 2 
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FIGURA 3 
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